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基础 饲 粮 中 添加 11, 


第 60 天 空腹 颈 静 脉 采 ， 


ff 究 饲 粮 中 添加 沙 萤 黄 酮 对 肉羊 外 周 


ijo H 60 只 6 月 龄 左右 、 体 重 (39.9+3.2) 
体重 相近 的 原则 ， 随 机 分 为 4 组 


， 采 用 噬 唑 


式 细胞 仪 测定 细胞 周 


有 、 细 胞 凋 亡 率 。 


蓝 (MTT) 法 测定 肉羊 外 周 
结果 表明 : 


可 提高 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 转化 率 ， 


组 相 比 ， 饲 粮 添加 33 mg/kg Vb Ae AA 


细胞 向 DNA 合成 期 转化 ,促进 引 
mg/kg 沙 萄 黄酮 的 
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与 对 照 组 和 11 mg/kg 组 相 比 ，22 和 33 mg/kg 组 显著 提高 外 周 
黄酮 可 促进 肉羊 外 周 
包 分裂 ， 对 细胞 凋 亡 有 显著 促进 作 


此 可 见 ， 肉 羊 饲 粮 中 添加 11 一 33 mg/kg WZ 


pey 
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Rag 
7H 
Rill 
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TT 


E 够 显著 提高 S 


1) 饲 粮 添加 


其 中 33 mg/kg 组 著 高 于 对 
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HAI G2/M 期 纪 


22, 33 mg/kg 的 沙 萄 总 黄酮 。 预 试 期 为 13 d，] 


淋 


巴 细胞 


11、22、33 mg/kg Vb Z jM 


Le pi 


淋巴 细胞 转化 率 和 凋 亡 率 的 影 
kg 的 小 尾 寒 羊 为 试验 动物 ， 按 照 出 生 月 龄 和 
， 每 组 15 只 羊 。 对 照 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ，3 个 试验 组 分 别 在 


E 试 期 为 60 d。 正 试 期 


转化 率 ， 采 用 流 


照 组 (P<0.05); 2) 与 对 照 


(P<0.05); 3) 


淋巴 


细胞 凋 


=Z (P<0.05)。 


淋巴 


细胞 转化 ， 并 使 


By 


H, Jù 


田 胞 凋 亡 


其 是 饲 粮 添加 33 


WA (Allium mongolicum Regel) 隶属 于 百合 科 敬 属 植物 ， 又 名 蒙古 韭 ， 是 深 受 草原 人 
民 喜 爱 的 食用 及 药 用 植物 趾 。 沙 新 主要 分 布 于 我 国 新 疆 、 青 海 、 甘 肃 、 宁 夏 、 陕 西 、 内 蒙古 
等 地 ,在 蒙古 国 的 南部 戈壁 地 区 和 东西 伯 利 亚 地 区 也 有 分 布 趾 。 沙 萄 作为 草原 地 区 的 特色 植 
H, 具有 独特 的 风味 及 药 用 价值 ， 所 以 被 人 们 誉 为 “ 菜 中 灵芝 "Bl。 Yb 


质 、 脂 肪 、 纤 维 等 5， 
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沙 莹 后 可 降 


调节 方 


并 且 这 些 营 养 物质 含 


均 高 于 


中 含有 丰富 的 氨基 酸 、 
其 他 草原 植物 四 。 食 


压 、 开 骨 及 提高 机 体 的 免疫 能 力 中 。 近 年 来 ， 有关 黄酮 类 化 合 物 对 机 体 免 疫 
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下 小 鼠 的 免疫 细胞 数量 。 姜 黄 素 可 抑制 Epstein-Barr 病毒 诱导 的 人 B 细胞 的 恶性 增殖 四。 表 
没食子 儿 茶 素 没食子 酸 栈 (EGCG) 抑制 前 列 腺 癌 细 胞 株 的 生长 ， 并 促进 其 凋 亡 00。 黄 酮 类 
比 合 物 作为 沙 荧 中 重要 的 活性 成 分 之 一 山 ， 具 有 较 强 的 抗 癌 、 抗 肿瘤 作用 和 增强 机 体 免疫 
功能 。 沙 获 黄 酮 可 增强 小 鼠 体 液 免疫 和 细胞 免疫 功能 2, 也 具有 体外 抗菌 、 抗 氧化 的 作用 0。 
机 体 T 细胞 是 免疫 调节 中 的 主要 细胞 ， 其 过 度 的 增殖 与 活化 都 会 使 机 体 产生 疾病 0 区， 所 
以 细胞 转化 是 T 细胞 发 挥 作用 的 关键 环节 ， 其 中 细胞 周期 是 细胞 转化 的 必 经 之 路 ， 细 胞 导 
期 的 变化 影响 着 细胞 的 转化 与 增殖 [3。 目 前 沙 葱 黄酮 的 提取 工艺 、 结 构 以 及 其 相关 抗 氧化 
能 力 等 活性 已 被 阔 明 , 但 对 沙 莹 黄酮 的 免疫 调节 功能 的 研究 , 尤其 对 机 体 淋巴 细胞 转化 及 凋 
亡 的 研究 尚 不 多 见 。 因 此 ， 本 试验 在 饲 粮 添加 沙 葱 黄酮 饲 喂 肉 羊 ， 旨 在 探究 沙 新 黄酮 对 肉羊 


外 周 血 淋 巴 细胞 转化 率 及 凋 亡 率 的 影响 , 从 而 验证 沙 瓯 黄酮 对 舍 饲 肉羊 机 体 是 否 有 免疫 调节 


= 


pulls 
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作 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 WARME 


试验 所 用 沙 葱 总 黄酮 由 本 实验 室 制备 ， 其 提取 最 佳 工艺 借鉴 萨 妆 丽 吕 的 方法 。 提 取 方 


法 选择 超声 波 法 ， 提 取 时 间 15 min， 提 取 温 度 40“C，, 乙醇 浓度 为 75%， 料 液 比 为 1:30， 沙 


葱 总 黄酮 得 率 为 12.85 mg/g， 为 黄色 粉末 ， 难 溶 于 水 。 根 据 萨 茹 丽 上 的 结构 鉴定 ， 其 结构 中 


有 单 糖 、3',4- 环 氧 基 -7-0-5- 甲 氧 基 黄 酮 醇 、7-0-5,4- 二 甲 氧 基 -3 氧 基 羟基 黄酮 、 糖 类 、 卢 丁 、 


木犀 草 素 -5-0- 糖 葡萄 糖 -4- 羟 基 葵 丙 酸 、 异 榭 皮 苷 糖 类 、 金 合欢 素 及 黄酮 类 物质 。 
11.2 试验 动物 与 试验 设计 


试验 选取 60 只 6 月 龄 左右 、(39.9+3.2) kg 小 尾 寒 羊 为 动物 模型 ， 采 用 单 因素 多 水 平 


完全 区 组 试验 设计 ， 按 照 出 生 月 龄 相近 体重 相近 的 原则 ， 随 机 分 为 4 组 〈 每 组 15 只 羊 )， 即 


对 照 组 、 试 验 1 组、 试验 2 组、 试验 3 组 。 对 照 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 试 验 1 组、 试验 2 组 、 试 


验 3 组 采用 逐步 混 匀 法 ， 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 11、22、33 mg/kg 的 沙 莉 总 黄酮 。 基 础 饲 


粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 

试验 组 沙 萄 总 黄酮 的 添加 量 是 根据 前 期 试验 结果 确定 的 ， 即 瘤胃 液 中 添加 22 mg/kg 沙 
葱 总 黄酮 能 提高 绵羊 瘤胃 微生物 发 酵 参 数 的 产 气量 、pH KASA WAEA, FREID 
酸 浓 度 ， 并 发 挥 其 最 佳作 用 N51。 本 试验 以 此 结果 为 参考 ， 选 择 了 11、22、33 mg/kg 3 个 不 
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同 添加 量 。 
表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基 础 ) 
Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 
项 目 Items 含量 Content 


原料 Ingredients 
羊 草 Chinese wildrye 
Fifa Alfalfa 

玉米 Corn 

小 麦 获 Wheat bran 


句 日 性 仁 饼 Sunflower seed meal 


Bi ZAM Pea stalk 
+H 


RH Pomace 
HRAT CaHPO4 
食盐 NaCl 

预 混 料 PremixD 
合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels” 
消化 能 DE/(MJ/kg) 
粗 蛋 白质 CP 

中 性 洗涤 纤维 NDF 
酸性 洗涤 纤维 ADF 
#5 Ca 

磷 P 


32.00 
17.80 
23.00 
2.87 
16.92 
2.45 
2.45 
0.72 
0.79 
1.00 
100.00 


16.88 
17.21 
65.01 
32.59 
1.39 
0.51 


1 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 The premix provided the following per kg of the diet: Fe (as ferrous sulfate) 25 


mg, Zn (as zinc sulfate) 29 mg, Cu (as copper sulfate) 8 mg, Mn (as manganese sulfate) 30 mg, I (as potassium 


iodide) 0.04 mg, Co (as cobalt sulfate) 0.1 mg, VA 3 200 IU, VD312001IU, VE20IU. 


ALABAMA), 其 余 为 实测 值 , DE was a calculated value!'”!, while the others were measured values. 


1.1.3 ”试验 动物 管理 及 试验 档 


TT 


试验 期 S 75 d, 


60d, ER 06:00, 18:00 HEITIR, SEHR, A 
正 试 期 第 60 天 ， 分 别 从 对 照 组 及 3 个 试验 组 随机 挑选 5 只 羊 ， 晨 饲 前 空腹 颈 静 脉 无 菌 
采血 5mL， 装 入 5 mL 肝素 钠 抗 凝 采 


1.1.4 试剂 及 仪器 


中 预 试 期 15 d， 在 预 试 期 对 


O 
HAAN AS 


饮水 。 


| 试验 羊 进行 驱 虫 、 消 毒 、 防 疫 。 正 试 期 


管 中 , IRT 


ay 


可 实验 室 ， 


改 后续 试 验 。 


RPMI-1640 细胞 培养 液 、 胎 牛 血 清 均 购 


Gibco 公司 ; 淋巴 细胞 分 离 液 购 自 天 津 市 濒 洋 


生物 制品 科技 有 限 责任 公司 ， 双 抗 〈 青 霉 素 钠 、 硫 酸 链 霉 素 ) WA Invitrogen 公司 ; JAE 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


201711.01499v1 


chinaXiv 


68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 
93 
94 
95 


Al A(ConA) 购 自 Sigma 公司 ; 杜氏 磷酸 盐 缓 冲 液 (DPBS) JAA Hyclone 公司 ; 其 他 试剂 有 : 


BETAS WS (MTT). — FASE WP (DMSO), RNA fC RNase A). 38 2 — EF SE ESE (Triton X-100, 


Sigma 公司 )、 细 胞 


~ 


亡 检测 试剂 盒 (TransDetect™ Annexin V-EGFP/PI Cell Apoptosis 


Detection Kit, Transgen 公司 )。 


主要 


主要 设备 有 : 生物 安全 柜 (AC2-4S1,， ESCO 公司 )、37 CE CO 培养 箱 CHEPA class 


100, Thermo AFJ), 倒置 相差 显微镜 (IX71, Olympus 公司 )、 全 自动 多 功能 酶 标 仪 (Synergy 


H4, BIOTEK 公司 )、 水 平 垂 直 离 心机 、 流 式 细胞 仪 (BD 公司 )。 


1.2 方法 
1.2.1 饲 粮 营养 水 


K 


饲 粮 营养 水 平 参 


获 张 丽 英 07 的 方法 测定 。 粗 蛋白 质 含量 的 测定 选择 凯 氏 定 氮 法 进行 操 


作 。 采 用 范 氏 (Van Soest) 洗涤 纤维 分 析 法 测定 中 性 洗涤 纤维 CNDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (ADF) 


含量 。 通 过 高 锰 酸 甸 


1.2.1 肉羊 外 周 血 淋 


滴定 法 测定 钙 含 量 。 磷 含量 用 钼 黄 比 色 法 进行 测定 。 


巴 细胞 的 分 离 


将 血液 在 22~26 C 400Xg 垂直 离心 10 min, 并 将 离心 后 的 血液 取出 , 弃 掉 上 层 血 浆 。 


之 后 在 下 层 血 液 中 加 


加 入 到 装 有 4 mL 淋巴 细胞 分 离 液 的 离心 管 中 , 用 垂直 离心 机 在 22 “CAE FL 800Xg 离心 


入 等 体积 的 DPBS， 吹 打 混 匀 ， 稀 释 血 液 。 将 稀释 过 的 5 mL 血液 缓慢 


40 min。 将 离心 管 取出 ， 用 移 液 枪 吸取 第 2 BNAZ 


细胞 中 加 入 5 倍 体积 


E 


管 中 。 收 集 的 


的 DPBS, 泥 匀 后 , 以 800Xg 离心 min. 经 过 2 次 重复 清洗 后 弃 上 清 ， 


R, WA 15 mL 离心 


获得 白细胞 沉淀 。 将 
养 液 中 待 用 。 
1.2.2 ”肉羊 外 周 血 淋 

肉羊 外 周 血 淋巴 


收集 好 的 白细胞 置 于 含有 5% 胎 牛 血 清和 1% 双 抗 的 RPMI-1640 细胞 培 


巴 细胞 转化 率 和 细胞 周期 的 测定 
细胞 转化 率 的 测定 方法 采用 MTT 法 , 即 从 外 周 血 淋巴 细胞 液 取 100 uL 


接种 到 96 FLIRT, F 


和 加 入 10 pg/mL ConA 100 uL, F37 °C 5% CO, 条 件 下 培养 48 h。 培 


养 结 束 前 4h， 每 孔 加 入 5 mg/mL MTT 20 uL, BISA 4h 之 后 ， 取 出 细胞 液 ， 


弃 上 清 液 , 每 孔 加 入 


150 pL DMSO, 振荡 摇 匀 ,用 酶 标 仪 在 570 nm 处 测定 吸光 度 值 (ODs70 


nm)， 按 以 下 公式 计算 淋巴 细胞 转化 率 。 
淋巴 细胞 转化 率 (%) =100X 试验 组 0Di sw/ 对 照 组 ODs70 mw。 


从 外 周 血 淋巴 细胞 液 取 100 pL 接种 到 96 孔 板 中 ， 再 加 入 10 pg/mL ConA 100 uL, 于 
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37 C 5% CO 条件 下 培养 12 h, 吸出 培养 基 , 用 DPBS 清洗 细胞 2 次 , 并 收集 细胞 , 用 1 mL 


染色 液 (10 mg/mL 的 RNA 酶 100 uL, 1 mg/mL 的 PI500 unL, 聚 乙 二 醇 辛 基 茶 基 醚 25 u 


悬 细胞 ， 染 色 15 min 后 ， 立 即 用 流 式 细胞 仪 检测 细胞 周期 。 
1.2.3 ”肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 凋 亡 率 的 测定 


将 外 周 血 淋 巴 细胞 悬浮 液 置 于 离心 管 中 以 800Xg 离心 5 min， 弃 去 培养 液 ， 用 预 冷 的 


pap 


L, DPBS 9.4 mL) ¥ 


DPBS 进行 2 次 漂洗 细胞 后 弃 上 清 ， 收 集 细胞 。 在 细胞 中 加 入 100 uL 预 冷 的 1xAnnexin V 


Binding Buffer， 重 悬 细胞 。 加 入 5 uL Annexin V-EGFP 和 5 pL PI， 轻 轻 混 匀 。 泥 匀 之 后 , 在 
室温 条 件 下 (22~25 'C ) 避 光 反 应 15 min 后 加 入 400 uL 预 冷 的 1xAnnexin V Binding Buffer, 
轻 轻 混 匀 ， 将 样品 避 光 放置 于 冰 上 ，1h 之 内 用 流 式 细胞 仪 进行 检测 ， 从 仪器 上 读 取 淋巴 细 
WACK. 

1.3 数据 分 析 


数据 分 析 使 用 SAS 9.0 软件 统计 分 析 ， 各 组 间 差 异 采用 单 因素 方差 分 析 ， 以 “平均 值 + 


标准 差 " 表 示 ，P<<0.05 表示 差异 显著 ， 已 >0.05 表示 差异 不 显著 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 沙 萄 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 转化 率 的 影响 

由 表 2 可 见 , 试验 1 组 及 试验 2 组 的 外 周 血 淋巴 细胞 转化 率 高 于 对 照 组 , 但 是 差异 不 显 


著 (P>0.05)。 试 验 3 组 的 外 周 血 淋巴 细胞 转化 率 最 高 ， 并 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 


表 2 沙 萄 总 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 转化 率 的 影响 


Table 2 Effect of flavonoids from Allium mongolicum Regel on lymphocyte transformation ratio in peripheral 


blood of meat sheep (n=5) % 
对 照 组 Control 试验 1 组 Test 试验 2 组 Test 试验 3 组 Test 


group group 1 group 2 group 3 


THA Item 


淋巴 细胞 转化 率 Lymphocyte 


transformation ratio 


0.399:+0.079" 0.435+0.050% 0.439+0.066% 0.477+0.0714 


同行 数据 肩 标 相 同 字母 表示 差异 不 显著 〈P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差 异 显著 〈(P<0.05)。 下 表 同 。 
In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with 


different letter superscripts mean significant difference (P<0.05) . The same as below. 

2.2 > SEEM eh A ÉA nk E 2 2 Jd A 

3] ] 为 流 式 细胞 仪 检测 的 外 周 血 淋 巴 细胞 细胞 周期 。 由 图 2 可 见 , 饲 粮 添 加 沙 莹 黄酮 后 
对 肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 有 一 定 的 影响 ,试验 组 的 G0/G1 期 细胞 比例 高 于 对 照 组 ， 其 中 试验 3 
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141 


its 


细胞 


昌 最 高 ， 但 各 组 间 差 异 不 显著 CP>0.05). S 期 细 
上 例 高 于 对 照 组 ， 并 且 试 验 3 组 的 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。G2/M HII, 2 

例 高 于 S 期 ， 并 且 试 验 3 组 的 G2/M 期 细胞 比 

可 看 出 ， 饲 粮 添 加 沙 萄 黄酮 后 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 G0/G1 期 细胞 比例 无 显著 影响 ， 而 饲 


[= 


粮 添加 33 mg/kg 沙 敬 黄酮 


化 ， 


能 够 显著 提高 S HA 


例 最 高 ， 显 著 高 了 


包 比例 ， 并 显著 促进 细胞 周期 向 G2/M 期 转 


包 比例 较 G0/G1 期 大 幅 降低 ， 试 验 组 S 


500 


Count 


促进 细胞 分 裂 。 也 就 是 说 沙 葱 黄酮 进入 机 体 后 可 促进 动物 淋巴 细胞 DNA 的 修复 ， 从 而 
维持 机 体 淋巴 细胞 周期 的 进程 ， 促 进 淋 巴 细胞 细胞 转化 。 
g g UD A 
8 3 时 
县 3 : 
è g 3 
og a 3 
8 BB z 
g 8 
10° Pa 10 TO O TP os w“ oy Po, 让 H w? 10 kd 10 10° 


对 照 


组 Control group 试验 1 


P2: G0/G1 期 ，P3: SH, 


组 Test group 1 


P4: G2/M 期 。 


P2: GO/G1 phase, P3: S phase, P4: G2/M phase. 


Fig.l Cell cycle of ly 


120.00 


100.00 


40.00 


细胞 周期 (% > 


20.00 上 


= 


80.00 上 


60.00 上 


0.00 


+ 表示 差 异 显著 (P<0.05)。 


* mean significant difference 


2 | 


试验 2 组 Test group 2 


试验 3 组 Test group 3 


| REAR DCS A EAA EAA z 

mphocyte in peripheral blood of meat sheep detected by flow cytometry 
mx 
加 试验 1 组 

j * a 日 试验 ?组 

| | | m 试验 3 组 
GO/G1 s G2/M 
A A RAE 
(P<0.05) . 
沙 欧 总 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 细胞 周期 的 影响 


Fig.2 Effects of flavonoids from Allium mongolicum Regel on cell cycle of lymphocyte in peripheral blood of 


2.3 


meat sheep 


沙 莹 黄酮 对 肉羊 外 周 


淋巴 细胞 凋 亡 率 的 影 1 


向 


F 其 他 各 组 CP<0.05). FAI 
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批注 [W1]: 横 坐 标 
WULE PI 

纵 坐 标 

细胞 数 Cell count 


| 批注 [W2]: 横 坐 标 


GO/G1 期 G0/G1 phase 
S 期 S phase 

G2/M 期 G2/M phase 
纵 坐 标 

比例 Percentage/% 


图 例 

对 照 组 Control group 
试验 1 组 Test group 1 
试验 2 组 Test group 2 
试验 3 组 Test group 3 
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图 3、 图 4、 图 5 分 别 为 经 流 式 细胞 仪 检测 的 未 染色 的 外 周 血 淋巴 细胞 ， 单 染 EGFP 后 
的 外 周 血 淋巴 细胞 和 单 染 PI 后 的 外 周 血 淋 巴 细胞 。 


Specimen 001-Tube 001 ~ Shecimen_001-Tube_001 Specimen_001-Tube_001 Specimen_001-Tube_001 
g g te? Ea 8 
= = 
Se Xe & 
& ç 
<3 <8 
o7 o7] 
o oa 
“8 gl, 
P2 
3 a 
3 
60 100 150 200 250 QT es Pye iiis Pais" 2g eg 
5 w 0 o 0 102 w otto w w ot w 
FSCA 1.000) FITC-A DsRedA FITC-A 


Pl: 淋巴 细胞 群 ，P2: 未 染色 区 域 ，P3: 红色 荧光 蛋白 区 域 ，Q1: 死亡 细胞 区 域 ，Q2: 凋 亡 细胞 区 域 ， 
Q3: 活 细胞 区 域 ，Q4: 早期 凋 亡 细胞 区 域 。 
P1: lymphocytes, P2: un-strained area, P3: area of DsRed, Q1: dead cell area, Q2: apoptosis cell area, Q3: 


live cell area, Q4: early apoptosis cell area. 


_ 流 式 细胞 仪 检 测 未 染色 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 批注 [W3]: 而 最 上 面 一 行 英文 


Fig.3 The un-strained lymphocyte in peripheral blood of meat sheep detected by flow cytometry 横 坐 标 
Specimen_001-Tube_00: 前 向 散射 光 FSC CX 103) 
“2 异 硫 握 酸 菊 光 素 FITC 
+, 红色 荧光 和 蛋白 DsRed 
rg $ e z 
E è FRROK FITC 
3 Sn 


40 


纵 坐 标 


60 100 180 200 250 w w w ot ee as ee a ee 侧 向 散射 光 SSC CX 103) 
ae iii eee oe 侧 向 散射 光 SSC CX 103) 
Pl: 淋巴 细胞 群 ，P2: EGFP 染色 区 域 ，P3: 红色 荧光 蛋白 区 域 ，Q1: 死亡 细胞 区 域 ，Q2: 凋 亡 细胞 侧 向 散射 光 SSC (x10) 
区 域 ，Q3: 活 细胞 区 域 ，Q4: 早期 凋 亡 细胞 区 域 。 红色 荧光 蛋白 DsRed 
P1: lymphocytes, P2: EGFP-strained area, P3: area of DsRed, Q1: dead cell area, Q2: apoptosis cell area, 
Q3: live cell area, Q4: early apoptosis cell area. 图 4 图 5 同 


图 4 流 式 细胞 仪 检测 单 染 EGFP 后 的 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 
Fig.4 EGFP-stained lymphocyte in peripheral blood of meat sheep detected by flow cytometry 


GEA p SA Specimen_001-Tube_003 Specimen_001-Tube_00: 
: gs 
Se 
& 
<3 
3s 
8 
als 
ef 
60 100 160 200 250 0? o? 10 105 ow we wos 
FSC-A (1,000) FITC-A DsRed-A 


Pl: 淋巴 细胞 群 ，P2: PI 染色 区 域 ，P3: 红色 荧光 蛋白 区 域 ，Q1: 死亡 细胞 区 域 ，Q2: 凋 亡 细胞 区 
域 ，Q3: 活 细胞 区 域 ，Q4: 早期 凋 亡 细 胞 区 域 。 
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P1: lymphocytes, P2: PI-strained area, P3: area of DsRed, Q1: dead cell area, Q2: apoptosis cell area, Q3: 
live cell area, Q4: early apoptosis cell area. 
5 流 式 细胞 仪 检测 单 染 PI 后 的 肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 
Fig.5 Pl-strained lymphocyte in peripheral blood of meat sheep detected by flow cytometry 


由 表 3 可 看 出 ， 饲 粮 添加 沙 莉 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 凋 亡 率 有 一 定 的 影响 ， 试 验 3 


组 的 凋 亡 率 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05)， 试 验 2 组 显著 高 于 对 照 组 和 试验 1 组 (P<0.05)， 


对 照 组 高 于 试验 1 组 ， 但 是 差异 不 显著 (P>0.05). 


RI 沙 萄 总 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 凋 亡 率 的 影响 


Table 3 Effect of flavonoids from Allium mongolicum Regel on lymphocyte apoptosis ratio in peripheral blood of 


meat sheep (n=5) % 


对 照 组 Control 试验 1 组 Test 试验 2 组 Test group 试验 3 组 Test 
项 目 Item 
group group 1 2 group 3 
细胞 凋 亡 率 
Lymphocyte apoptosis 21.03+40.85° 20.50+0.17° 22.10+0.09° 23.50+0.61* 
ratio 
3 Ww 论 


3.1 沙 获 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 巴 细胞 转化 率 和 细胞 周期 的 影响 

淋巴 细胞 在 体外 培养 时 ,受到 刺激 物 的 刺激 可 表现 为 细胞 体积 增 大 ,代谢 旺盛 ， 蛋 白质 
和 核酸 合成 上 升 ， 即 淋巴 细胞 的 转化 和 增殖 ， 此 现象 称 为 淋巴 细胞 转化 。 淋巴 细胞 转化 率 的 
高 低 可 以 反映 机 体 的 免疫 水 平 。 淋 巴 细胞 转化 率 是 评价 机 体 免疫 功能 的 重要 指标 之 一 。 当 机 
体 免疫 系统 受到 外 来 抗原 刺激 后 会 通过 细胞 转化 和 增殖 等 反应 来 保证 机 体 正常 生理 功能 
M81, Geetha 等 n9 证 明 ， 沙 棘 叶 及 沙棘 果 乙 醇 提 取 物 能 够 抑制 由 重 铬 酸 钾 〈Kre:) 引起 的 细 


[H 
Linh 


= 


胞 凋 亡 和 阻止 Kro* ConA 导致 的 细胞 增殖 ， 从 而 起 到 免疫 调节 作用 。 刘 荣 珍 等 29 发 现 ， 沙 
棘 颗粒 可 提高 ConA 诱导 的 小 鼠 脾 淋巴 细胞 转化 率 。 幼 犬 饲 粮 添加 0.3% 茶 多 酚 可 提高 淋巴 
细胞 转化 率 ， 并 在 整个 试验 期 内 均 保 持 较 高 水 平 ， 从 而 提高 免疫 能 力 20。 也 有 研究 发 现 ， 

不 同 剂 量 的 蒙药 总 黄酮 可 显著 提高 小 鼠 淋巴 细胞 转化 率 ， 并 促进 小 鼠 免疫 力 C]4。 本 试验 结 
果 表 明 ， 饲 粮 添加 33 mg/kg 沙 莹 黄酮 肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 转化 率 最 高 ， 其 值 均 显著 高 于 对 
照 组 ， 饲 粮 添加 11 和 22 mg/kg 沙 殴 黄酮 肉羊 的 淋巴 细胞 转化 率 虽 然 高 于 对 照 组 ， 但 其 差异 
不 显著 。 细 胞 转化 和 增殖 是 一 个 很 复杂 的 生物 学 过 程 ， 这 与 细胞 周期 的 正常 运行 有 密切 的 关 
系 C1。 细 胞 周期 分 为 有 丝 分 裂 期 和 分 裂 间 期 ， 而 标准 的 细胞 周期 可 划分 为 4 个 不 同时 期 ， 

BU G1 期 、S 期 、G2 期 和 M 期 史 。 黄 酮 类 化 合 物 可 影响 病态 细胞 和 正常 细胞 的 细胞 周期 进 
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展 ， 如 山 奈 酚 可 抑制 小 鼠 T 淋 


丸 可 能 与 沙 葡 黄酮 中 的 免疫 相关 活性 成 分 相关 。 


肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 的 细胞 周 


目 组 显著 提高 S 期 和 G2/M 期 的 细胞 比例 。 


3.2 沙 欧 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋 


细胞 调 


自发 的 死亡 过 程 CJ。 细 胞 凋 亡 与 细胞 死亡 是 2 个 完 


期 有 一 定 的 影响 


巴 细胞 凋 亡 率 的 影响 


巴 细胞 进入 细胞 分 裂 期 25; ESR A 对 BALB/c 小 鼠 T 
月 有 一 定 的 免疫 抑制 作用 29， 而 沙 殴 黄酮 促进 细胞 增殖 的 原 
本 试验 的 结果 看 , 饲 粮 添加 沙 菊 黄酮 后 对 


， 通 过 流 式 细胞 仪 检测 后 发 现 ，33 mg/kg 沙 


亡 又 称 之 为 程序 性 死亡 , 当 生 理 或 ; 


决定 的 细胞 自身 破坏 过 程 ， 则 细胞 死亡 为 受到 
细胞 有 丝 分 裂 固然 是 十 分 重要 的 寻 


过 程 


体 的 正常 发 育 、 自 稳 平衡 以 及 抵御 外 界 多 种 干 


其 是 淋巴 细胞 的 克隆 选择 过 程 中 , 细胞 凋 亡 起 着 关键 
包 清除 ， 从 而 不 引起 炎症 反应 。 鸡 豆 


道 结果 基本 一 致 。 


调理 刺激 时 都 可 引起 细胞 


全 不 同 的 概念 ， 
外 界 刺激 后 3 


起 的 细胞 死亡 B28 L TEMA RE 
ys 


凋 亡 是 由 机 体 自身 基因 


FIE, 但 同时 细胞 凋 亡 也 是 不 可 缺少 。 多 细胞 生 


ET 


b 细胞 凋 亡 起 着 不 容 忽 视 的 作用 ,万 


导 细 胞 凋 亡 中。 高 剂量 的 毛 桶 红 总 黄酮 可 显著 降低 
而 起 到 了 对 肝 损 伤 的 治疗 作用 BVI。 本 试验 结果 发 现 ， 


细胞 凋 亡 有 促进 作用 ,其 中 22 及 33 mg/kg 沙 莹 黄酮 的 影响 最 大 。 这 一 结果 与 以 往 的 研究 报 


Ht 


的 作用 。 机 体 通过 细胞 凋 亡 将 不 再 需要 
过 


黄 素 A 及 芳 柄 花 黄 素 可 通过 激 ; 


肝 损 伤 大 鼠 的 干细胞 凋 亡 率 ， 从 


饲 粮 添 加 沙 区 黄酮 对 肉羊 外 周 血 淋巴 


肉羊 饲 粮 中 添加 11 一 33 mg/kg 沙 新 黄酮 可 促进 肉羊 外 周 血 淋巴 细胞 转化 ， 并 使 细胞 向 


DNA 合成 期 转化 ， 
沙 葱 黄酮 的 效果 最 佳 。 


促进 细胞 分 有 裂 ， 对 细胞 凋 亡 有 显著 4 


W.A E 


足 进 作用 ， 尤 其 是 饲 粮 添 加 33 mg/kg 
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431. 
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(1. College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China; 2. 
Department of Agronomy, Hetao College, Linhe 015000, China) 

Abstract: This experiment was conducted to study the effects of flavonoids from Allium 
mongolicum Regel on transformation ratio and apoptosis ratio in peripheral blood lymphocytes of 
meat sheep. Sixty 6-month-old meat sheep with similar body weight [(39.943.2) kg] were 
randomly assigned to 4 groups with 15 sheep per group. Control group was fed a basal diet, and 
the 3 experimental groups were fed the basal diet supplemented with 11, 22 and 33 mg/kg 
flavonoids from Allium mongolicum Regel, respectively. Preliminary feeding period was 15 d, and 
the experimental period was 60 d. Blood was collected on the 60th day of experimental period 
before feeding via jugular venipuncture. Transformation ratio of lymphocytes was determined by 
thiazolyl blue method, and cell cycle and cell apoptosis ratio were determined using flow 
cytometry. The results showed as follows: 1) dietary supplementation of 11, 22 and 33 mg/kg 
flavoniods from Allium mongolicum Regel could increase transformation ratio in peripheral blood 
lymphocytes, and 33 mg/kg group was significantly higher than control group (P<0.05); 2) 
compared with control group, dietary supplementation of 33 mg/kg flavoniods from Allium 
mongolicum Regel could significantly increase cell percentage in S phase and G2/M phase 
(P<0.05); 3) compared with control group and 11 mg/kg group, 22 and 33 mg/kg groups could 
significantly increase apoptosis ratio in peripheral blood lymphocytes (P<0.05). In conclusion, 
dietary supplementation of 11 to 33 mg/kg flavonoids from Allium mongolicum Regel can 
promote transformation of peripheral blood lymphocytes of meat sheep, stimulate cell 
transformation to DNA synthesis period, promote cell mitosis, and had significant promotion 
effect on cell apoptosis, especially for the supplementation of 33 mg/kg flavonoids, which had the 
best effect. 

Key words: Allium mongolicum Regel flavoniods; meat sheep; peripheral blood lymphocytes; 


transformation ratio; cell cycle; cell apoptosis 
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